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　　[摘 　要 ] 　目的 :探讨人 C5b - 9 复合物刺激大鼠肾小球系膜细胞 (MC)合成一氧化氮 (NO) 的机制。方法 :用人
C5b - 9 复合物刺激培养的大鼠肾小球MC诱生肿瘤坏死因子α(TNFα)和白细胞介素 1β( IL - 1β) ,并用抗 TNFα或抗 IL
- 1β单克隆抗体进行处理。在上述基础上 ,分析处理 3 h、6 h 及 24 h 时与 NO 升高有关的某些指标的变化。结果 :经
C5b - 9 复合物刺激 6、24 h 后的 MC (C5b - 9 组)产生 TNFα明显高于对照组 ,并能被 TNFα单抗逆转。用 C5b - 9 复合
物刺激 MC未见 IL - 1β的产生。另用 C5b - 9 刺激 3 h 时可见 MC表达 iNOS mRNA ,而在刺激 6 h 和 24 h 时 ,MC iNOS
mRNA表达 ,MC内 cGMP含量及培养上清液中 NO -3 / NO
-
2 含量均显著高于对照组。不过 ,C5b - 9 刺激时加用 TNFα
单抗处理 ,这些指标在 6 h、24 h 时均较 C5b - 9 组低。结论 :C5b - 9 复合物早期 (3 h)能诱导MC表达 iNOS mRNA ,而 6
h 后 NO 的升高则与 MC释放的 TNFα作用有关。
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　　补体膜攻击复合体即 C5b - 9 复合物是补体激
活后形成的效应单位 [1 ] 。我们曾证实 [2 ] : 亚溶解
(sublytic) 剂量的人补体 C5b - 9 复合物具有刺激大
鼠肾小球系膜细胞 (mesangial cell , MC) 表达诱生性
一氧化氮合酶 ( inducible nitric oxide synthase , iNOS)
mRNA 并促进 MC 合成一氧化氮 (nitric oxide ,NO) 的
作用 ,但其确切的机制还不清楚。Lovett 等报道[3 ] ,
补体 C5b - 9 复合物能刺激肾小球 MC合成并释放一
些细胞因子如肿瘤坏死因子α(tumour necrosis factor
α, TNFα) 和白细胞介素 1β( interleukin 1β, IL - 1β) 。
另有文献报道[4 ,5 ] ,TNFα和 IL - 1β能促使肾小球细
胞合成 NO。因此 ,C5b - 9 诱导肾 MC 合成 NO 是直
接作用 ,还是 TNFα和 IL - 1β的间接效应或是两者共
同作用 ? 尚未见报道。本实验对此进行探讨。
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211 　人血清补体 C5b - 9 复合物的提取与鉴定 　具
体方法见参考文献[6 ] 。
212 　大鼠肾 MC 的培养鉴定及实验分组 　肾小球
MC的培养鉴定参见文献[7 ] 。原代培养 3 周的 MC制
备成 1 ×108/ L 悬液接种于 24 孔培养板和 25 cm2 的
培养瓶中。传代第 3 d ,将培养液换成不含酚红的
RPMI 1640 营养液 (添加 10 %小牛血清及 1 mmol/ L
精氨酸)继续培养 48 h。然后按表 1 分组处理 ,每组
含 6 个复孔 (1 mL 营养液/ 孔) 。另 30 只培养瓶中
MC 的分组处理 ( n = 6) 单位体积营养液内的添加物
含量均同 24 孔培养板。具体处理见表 1。
表 1 　肾小球系膜细胞的分组处理
Tab 1 　Various treatment of glomerular mesangial cells
Group ( n = 6)







C5b - 9 40 0 0
C5b - 9 + Anti - TNFα 40 5 0
C5b - 9 + Anti - IL - 1β 40 0 5
Control 0 0 0
213 　肾 MC培养上清液中 TNFα及 IL - 1β浓度的测
定　上述分组处理的 MC ,继续培养 3 h、6 h、24 h 时
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分别收集各孔培养上清液 ,采用 ELISA 法检测 TNFα
和 IL - 1β的含量。操作步骤严格按试剂盒说明书进
行 ,结果以 ng/ L 上清液表示。
214 　肾 MC cGMP 及培养上清液中 NO -3 / NO -2 含量
的检测 　cGMP 的检测采用 [3H ] - cGMP 放免分析
法 ,按说明书操作。先分别抽提各组处理后 6 h 和 24
h 时MC内的 cGMP ,然后各组MC用 SDS 溶解后再行
蛋白定量 ,MC 内的 cGMP 含量以 nmol/ g MC 蛋白表
示。另用硝酸还原酶法测定 3 h、6 h 及 24 h 各组 MC
培养上清液中 NO 代谢产物 ──硝酸盐/ 亚硝酸盐
(NO -3 / NO
-
2 )的含量。结果以μmol/ L 上清液表示。
215 　肾 MC iNOS mRNA 表达情况 　采用 Northern
blot 方法进行。先用 TRIZOL 试剂提取每一分组处理
3 h、6 h 及 24 h 各瓶 MC 总 RNA。经 752 - 紫外分光
光度计 (λ= 260 nm)进行核酸定量。取上述时间抽提
各组 MC总 RNA 各 10μg 先行 1 %琼脂糖甲醛变性
胶电泳 ,并采用常规毛细管吸印法将 RNA 全部转移
至尼龙膜上。膜用 6 ×SSC 洗涤、凉干及 80 ℃烤 2 h
后 ,先经 42 ℃预杂交 4 h ,然后再用含 DIG - cRNA
iNOS 探针[8 ]杂交液 42 ℃杂交 16 h。次日滤膜用含
1 % SDS 的 2 ×SSC、011 ×SSC 分别洗 2 次 ,再用 DIG
核苷酸检测试剂盒行免疫化学显色观察。
3 　统计学处理
所得数据用 x ±s 表示。差异的显著性判断由
计算机 PEMS 软件系统进行方差分析 q 检验处理。
结 　　果
1 　C5b - 9 复合物刺激 MC诱生 TNFα和 IL - 1β的
效应
　　经 C5b - 9 复合物刺激 3 h ,TNFα含量虽稍见升
高 ,但与对照组之间无明显差异。而刺激 6 h 和 24 h
的 MC诱生的 TNFα水平明显高于对照组 ,用抗 TNFα
单抗可阻断这一作用。本实验未发现 IL - 1β水平的
变化 ,具体结果见表 2 和表 3。
表 2 　C5b - 9 复合物在体外刺激 MC诱生 TNFα
Tab 2 　Induction of TNFαfrom MC by C5b - 9 complex in vitro ( x
±s. ng/ L)
Group
( n = 6)
TNFα
3 h 6 h 24 h
C5b - 9 　65. 83±20. 78 　141. 67±20. 41 3 △ 　329. 67±32. 26 3 △
C5b - 9 +
Anti - TNFα 53. 08±18. 90 48. 67±21. 96 51. 17±23. 40
C5b - 9 + Anti -
IL - 1β 63. 08±25. 65 145. 83±24. 58
3 △ 321. 84±38. 69 3 △
Control 57. 42±24. 49 48. 00±24. 83 49. 50±19. 73
　3 P < 0. 01 vs control group ; △ P < 0. 01 vs C5b - 9 + Anti - TNFα
group.
表 3 　C5b - 9 复合物在体外刺激 MC诱生 IL - 1β
Tab 3 　 Induction of IL - 1βfrom MC by C5b - 9 complex
in vitro ( x ±s. ng/ L)
Group
( n = 6)
IL - 1β
3 h 6 h 24 h
C5b - 9 29. 93 ±7. 26 31. 30 ±6. 24 35. 10 ±4. 65
C5b - 9 +
Anti - TNFα 31. 20 ±5. 10 33. 47 ±9. 84 35. 37 ±9. 08
C5b - 9 + Anti -
IL - 1β 29. 23 ±6. 62 29. 40 ±5. 89 30. 03 ±5. 60
Control 32. 03 ±11. 86 30. 89 ±9. 17 30. 03 ±8. 12
2 　C5b - 9 复合物刺激 MC 合成 c GMP 和 NO -3 /
NO -2 的效应
　　MC 受 C5b - 9 复合物刺激后 6 h ,cGMP 含量已
显著高于对照组 ,但与其它各组之间差异并不明显。
MC受刺激 24 h 时 ,cGMP 含量则更为明显地高于对
照组。TNFα单抗有一定的阻断作用。MC 培养上清
中 NO -3 / NO
-
2 的检测呈现类似的结果。具体数据见
表 4 和表 5。
表 4 　C5b - 9 复合物在体外刺激 MC产生 c GMP
Tab 4 　 Induction of cGMP by C5b - 9 complex in vitro (x ±s . nmol/ g)
Group
( n = 6)
cGMP
6 h 24 h
C5b - 9 596. 04 ±106. 963 942. 03 ±104. 4233 △
C5b - 9 + Anti - TNFα 584. 75 ±109. 083 776. 58 ±107. 6333
C5b - 9 + Anti - IL - 1β 594. 78 ±110. 113 908. 72 ±103. 0233 △
Control 434. 21 ±96. 48 445. 45 ±74. 69
　3 P < 0. 05 , 33 P < 0. 01 vs control group ; △ P < 0. 05 vs C5b - 9
+ Anti - TNFαgroup.
表 5 　C5b - 9 复合物在体外刺激 MC产生 NO -3 / NO -2
Tab 5 　Induction of NO -3 / NO -2 from MC by C5b - 9 complex in
vitro ( x ±s .μmol/ L)
Group
( n = 6)
NO -3 / NO
-
2
3 h 6 h 　 24 h 　
C5b - 9 30. 30±9. 92 40. 30±7. 87 3 59. 09±8. 38 33 △△
C5b - 9 +
Anti - TNFα 28. 71±7. 32 36. 14±3. 84
3 45. 82±5. 76 33
C5b - 9 + Anti -
IL - 1β 28. 33±8. 69 38. 56±7. 49
3 54. 78±5. 34 33 △
Control 27. 95±7. 07 28. 48±6. 64 27. 80±5. 52
　3 P < 0. 05 , 33 P < 0. 01 vs control group ; △ P < 0. 05 , △△ P <
0. 01 vs C5b - 9 + Anti - TNFαgroup.
3 　C5b - 9 复合物诱导 MC iNOS mRNA的表达
Northern blot 结果表明 ,用 C5b - 9 刺激后 3 h ,
MC iNOS mRNA 已有少量表达 ,6 h 及 24 h ,MC iNOS
表达量显著增多。就各实验组而言 ,3 h 时 ,各组 MC
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iNOS mRNA 表达量间无明显差异 ,6 h 时 ,C5b - 9 组
和 C5b - 9 + Anti - IL - 1β组 ,iNOS mRNA 表达量较
为接近 ,而 C5b - 9 + Anti - TNFα组 ,MC iNOS mRNA
表达量有所减少。24 h 时 ,C5b - 9 组和 C5b - 9 +
Anti - IL - 1β组 ,iNOS mRNA 显著增多 ,而 C5b - 9 +
Anti - TNFα组 ,iNOS mRNA 表达量显著少于上述两
组。另对照组 3 h、6 h 和 24 h MC 均无 iNOS mRNA
的表达。见图 1。
Fig 1 　The expression of iNOS mRNA in glomerular MC at 3 h , 6 h
and 24 h with various treatment by using Northern blot assay
(A. C5b - 9 ; B. C5b - 9 + Anti - TNFα; C. C5b - 9 +
Anti - IL - 1β; D. Control) .
图 1 　Northern 杂交显示不同处理 3 ,6 h 时 MC iNOS mRNA
表达结果
讨 　　论
　　肾小球免疫复合物 (immune complex , IC) 肾炎时 ,
肾内 IC能激活补体最终形成膜攻击复合体即 C5b -




和细胞因子。据有关文献记载[5 ,9 ] ,肾小球 MC 受到
TNFα和 IL - 1β刺激后能够合成 NO ,故 C5b - 9 复合
物刺激肾小球 MC 合成 NO 是否会与其释放的细胞
因子 ,如 TNFα或 IL - 1β作用相关 ,值得探索。
本文用人 C5b - 9 在体外刺激大鼠 MC观察到它
明显诱生 TNFα的作用 ,而在刺激的同时加入抗 TNFα
抗体的 MC培养上清中这一现象不再出现。这可能
是抗 TNFα单抗中和了上清液中诱生的 TNFα。但同
样的实验中并未发现 C5b - 9 刺激 MC能诱导 IL - 1β
的产生。推测认为这或许与所用的 C5b - 9 刺激剂
量及 IL - 1β基因激活难易等因素有关。
在相同的实验系统中 ,我们还分析了不同处理
的各组 MC 其 NO 生成量的变化。结果发现 ,仅用
C5b - 9 刺激的 MC(C5b - 9 组) ,NO 相关指标即培养
上清液中 NO -3 / NO
-
2 的含量 ,MC内 cGMP 水平及 iN2
OS mRNA 的表达量均明显高于对照组 ,而用 C5b - 9
刺激的同时加用 TNFα单抗处理 ,三项指标升高均不
如 C5b - 9 组高 ,但在 C5b - 9 刺激时加用 IL - 1β单
抗处理 ,上述指标的变化未受到影响。提示 :本实验
所测 NO 相关指标的升高与 C5b - 9 诱生的 TNFα继
发作用有一定的关系。
　　业已发现 ,TNFα作用于肾 MC 后 ,iNOS mRNA 的
表达信号一般在 4 - 6 h 后方能测到[10 ] 。而本文观
察到 C5b - 9 刺激MC后 3 h ,iNOS mRNA 表达信号已
经查见 (此时 TNFα尚无明显升高) ,6 h 时显著增多。
据此 ,我们认为 : C5b - 9 在早期便能刺激 MC 启动
NO 的合成 ,但在实验后期 (主要在 6 h 后) ,NO 生成
的明显增加则与 C5b - 9 诱生 MC 释放多量的 TNFα
作用有关。鉴于 C5b - 9 刺激 MC产生的效应较为复
杂[11 ] ,其它细胞因子及介质是否也参与作用尚不清
楚。但不论怎样 ,C5b - 9 在诱导 MC 合成内源性 NO
方面至少起到了始动刺激原的作用。
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Mechanisms of nitric oxide synthesis induced by human complement C5b - 9
complex in glomerular mesangial cells of rats
WANG Ying - wei1 , HE Qiu - zao2 , QIN Hui - lian2 , GAO Feng - guang1 , HUANG Shui - ping3
( 1 Department of Immunology , Xuzhou Medical College , Xuzhou 221002 , China ;
2Department of Immunology , Medical College of Fudan University , Shanghai 200032 , China ;
3Department of Statistics , Xuzhou Medical College , Xuzhou 221002 , China)
　　[ Abstract] 　AIM : To explore the mechanism of the nitric oxide (NO) synthesis induced by human C5b - 9 com2
plex in glomerular mesangial cells (MC) of rats. METHODS : The MC of rats were cultured and stimulated with human
complement C5b - 9 complex to induce TNFαand IL - 1β. At the same time , several parameters related to NO synthesis
were measured at 3 h , 6 h and 24 h after C5b - 9 stimulation. The effects of monoclonal antibodies against TNFαand IL
- 1βon NO synthesis were examined in this system. RESULTS : TNFαconcentration in supernatant from MC in C5b -
9 group was higher than that of control group at 6 , 24 h after stimulation with C5b - 9 complex and reversed by adding
anti - TNFαMcAb. C5b - 9 complex didn’t stimulate the release of IL - 1βin same system. In addition , the expression
of iNOS mRNA in MC was observed at 3 h after stimulation with C5b - 9. Levels of iNOS mRNA expression and cGMP
in MC and NO -3 / NO
-
2 in supernatant from MC in C5b - 9 group were higher than those in control group at 6 , 24 h after
C5b - 9 stimulation , these changes were also reversed by adding monoclonal antibody against TNFα. CONCL USION :
C5b - 9 complex could induce iNOS mRNA expression at 3 h after C5b - 9 stimulation , and the synthesis of NO at 6 , 24
h was related to TNFα released from cultured MC of rats by C5b - 9 complex to a certain extent .
[ MeSH] 　Glomerular mesangium ; Cells ; Nitric oxide ; Tumour necrosis factor ; Interleukin - 1
《中国临床药理学与治疗学》征订启事
　　《中国临床药理学与治疗学》杂志是由中国科学技术协会主管、中国药理学会主办、中国临床药理学与
治疗学杂志编辑委员会编辑出版的学术性委刊。CN34 - 1206/ R , ISSN1009 - 2501 ,国内邮发代号 :26 - 165 ,
国外邮发代号 :2501Q。以从事临床药理学与治疗学研究工作的高中级医疗、科研和教学人员为主要读者对
象。设有基础研究、药理试验设计与统计、综述与讲座、临床研究、新药介绍、个案报道等中英文栏目。本刊
为国际大 16 开本 ,每期 96 页 ,每季末月 26 日出版。从 1999 年第四期开始全文进入中国科学技术信息研究
所万方数据资源系统 ,读者可通过因特网查询本刊。
　　本刊每期售价 10 元 ,全年 40 元 (含邮资) 。各位订户可到当地邮政局 (所)办理订阅手续 ,也可直接通过
邮局汇款至本编辑部订阅 ,汇款时务请注明所订阅数量 ,编辑部收到订阅款后 ,将按期邮寄刊物。本刊 2000
年合订本 ,每本售价 40 元 (含邮资) ,需订阅者直接汇款至编辑部。
　　地址 :安徽省芜湖市皖南医学院弋矶山医院内《中国临床药理学与治疗学》编辑部
　　邮编 :241001 　　电话 : (0553) 5738350 或 5738856 - 2333
·499·
